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摘　 要： 微生物参与下的氮循环是富营养化湖泊十分重要的生物地球化学循环过程． 采用基于 ａｍｏＡ 功能基因和 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因的荧光定量 ＰＣＲ、ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 与高通量测序等分子生物学技术， 调查秋季太湖不同水体和表层沉积物中氨氧

化古菌（ＡＯＡ）、氨氧化细菌（ＡＯＢ）和亚硝酸盐氧化菌（ＮＯＢ）群落丰度和组成， 探讨影响硝化微生物分布的关键环境因

子． 结果表明， 中度富营养化的梅梁湾湖区水体表层、中层和底层水样和表层底泥中 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因的丰度分别低于轻

度富营养化的湖心区， 而不同层水样中 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因的丰度分别高于湖心区． 梅梁湾湖区和湖心区水样中 ＡＯＡ 群落

组成基本相似， ２ 个湖区表层沉积物样品中 ＡＯＡ 群落组成亦基本相似， 水体中 ＡＯＡ 群落组成与表层沉积物中 ＡＯＡ 群落

组成有差异， ＡＯＡ 群落丰度显著受硝态氮、ｐＨ 和 ＤＯ 影响；表层沉积物中 ＡＯＢ 群落丰度有明显差异且显著受总氮含量

影响， 表层沉积物中 ＮＯＢ 群落丰度也有明显差异且显著受亚硝态氮含量影响． 太湖梅梁湾湖区和湖心区水体与表层沉

积物 ＡＯＡ 群落包括 Ｎｉｔｒｏｓｏｐｕｍｉｌｉｕｍ 和 Ｎｉｔｒｏｓｏｔａｌｅａ 两大属；表层沉积物 ＡＯＢ 群落主要包括亚硝化单胞菌（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ）和
亚硝化螺菌（Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ）两大属， ＮＯＢ 群落主要包括硝化刺菌（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｎａ）和硝化螺菌（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ）两大属， 其中硝化螺

菌属是淡水湖泊中比较少见的亚硝酸盐氧化菌． 影响太湖水体和沉积物中 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 丰度的最主要环境因子为总氮、
总磷与铵态氮． 研究表明典型富营养指标（总氮、总磷、铵态氮、硝态氮和硝态氮等）是影响太湖梅梁湾和湖心区水体和沉

积物中 ＡＯＡ 或 ＡＯＢ 丰度以及硝化微生物群落丰度的重要因素．
关键词： 氨氧化细菌；氨氧化古菌；亚硝酸盐氧化菌；富营养化；沉积物；水体；太湖；梅梁湾

Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ
ａｎｄ ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｏｆ ｅｕｔｒｏｐｈｉｃ ｚｏｎｅｓ ｉｎ Ｌａｋｅ Ｔａｉｈｕ ｉｎ ａｕｔｕｍｎ

ＷＵ Ｌｉｎｇ１，２，４， ＱＩＮ Ｈｏｎｇｙｉ１，４， ＺＨＵ Ｍｅｎｇｙｕａｎ３， ＨＡＮ Ｃｈｅｎｇ１，４， ＺＨＵ Ｇｕａｎｇｗｅｉ３∗∗ ＆ ＺＨＯＮＧ Ｗｅｎｈｕｉ１，４∗∗

（１： Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ Ｃｙｃｌｉｎｇ ａｎｄ Ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ Ｃｏｎｔｒｏｌ， Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｇｅｏｇｒａｐｈｙ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｎａｎｊｉｎｇ
Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００２３， Ｐ．Ｒ．Ｃｈｉｎａ）

（２： Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｃｈａｎｇｚｈｏｕ Ｖｏｃａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｃｈａｎｇｚｈｏｕ
２１３１６４， Ｐ．Ｒ．Ｃｈｉｎａ）

（３： Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｌａｋｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ， Ｎａｎｊｉｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｇｅｏｇｒａｐｈｙ ａｎｄ Ｌｉｍｎｏｌｏｇｙ， Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ
ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１０００８， Ｐ．Ｒ．Ｃｈｉｎａ）

（４： Ｊｉａｎｇｓｕ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ｉｎ Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｒｅｓｏｕｒｃｅ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ， Ｎａｎｊｉｎｇ
２１００２３， Ｐ．Ｒ．Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｙｃｌｉｎｇ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｉｓ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｂｉｏｇｅｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ｉｎ ｅｕｔｒｏｐｈｉｃ ｌａｋｅｓ． Ｉｎ ｔｈｉｓ

∗

∗∗

国家自然科学基金项目（４１２７１２５５）、国家重点基础研究发展计划（２０１６ＹＦＤ０２００３０２）和江苏省高校优秀创新团队

项目联合资助． ２０１６ １０ １２ 收稿；２０１７ ０１ ２１ 收修改稿． 吴玲（１９８１～ ），女，博士研究生，讲师； Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｗｕ＠
ｃｚｉｅ．ｅｄｕ．ｃｎ．
通信作者；Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｚｈｏｎｇｗｅｎｈｕｉ＠ ｎｊｎｕ．ｅｄｕ．ｃｎ； ｇｗｚｈｕ＠ ｎｉｇｌａｓ．ａｃ．ｃｎ．

地质测绘院　 社会　 ０００６．湖泊科学 ２０１７－６　 ４ 校样　 张芸　 成品尺寸 １８５×２６０（ｍｍ）　 ４５ 字 ４４ 行　 ２０１７ ／ ０９ ／ ２２



吴　 玲等：太湖富营养化湖区秋季水体和沉积物中硝化微生物分布特征及控制因素 １３１３　

ｓｔｕｄｙ， ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ， ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ， ａｎｄ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｏＡ
ａｎｄ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ （ＡＯＡ）， ａｍｍｏ⁃
ｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ （ＡＯＢ）， ａｎｄ ｎｉｔｒｉｔｅ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ （ＮＯＢ） ｉｎ ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ ａｎｄ ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｌａｋｅ Ｔａｉｈｕ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ
ｄｕｒｉｎｇ ａｕｔｕｍｎ． Ｔｈｅ ｋｅｙ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｗｅｒｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ＡＯＡ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ， ｍｉｄｄｌｅ， ａｎｄ ｂｏｔｔｏｍ ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ ａｎｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ
ｔｈｅ ｍｅｓｏｔｒｏｐｈｉｃ Ｍｅｉｌｉａｎｇ Ｂａｙ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｌｅｓｓ ｅｕｔｒｏｐｈｉｃ ｃｅｎｔｒａｌ ｌａｋｅ ａｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ＡＯＢ
ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍｅｓｏｔｒｏｐｈｉｃ Ｍｅｉｌｉａｎｇ Ｂａｙ ｗａｓ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｌａｋｅ． Ｔｈｅ ＡＯＡ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ ｗａｓ
ｓｉｍｉｌａｒ ｉｎ ｂｏｔｈ Ｍｅｉｌｉａｎｇ Ｂａｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｌａｋｅ， ｉｔ ｗａｓ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｆｏｒ ＡＯＡ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ｋｅｙ ｆａｃｔｏｒｓ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ
ＡＯＡ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｗｅｒｅ ｎｉｔｒａｔｅ， ｐＨ ａｎｄ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｘｙｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ＡＯＢ ｍａｉｎｌｙ ａｆ⁃
ｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｐｒｏｖｅｎ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒ ｃｏｎｓｉｄｅｒａｂｌｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｓｉｔｅｓ． Ｔｈｅ ｃａｓｅ ｗａｓ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｆｏｒ
ＮＯＢ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｋｅｙ ｆａｃｔｏｒ ｎｉｔｒｉｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ． ＡＯＡ ｏｆ ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ ａｎｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｉｎ Ｍｅｉｌｉａｎｇ Ｂａｙ ａｎｄ ｃｅｎｔｒａｌ ｌａｋｅ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｔｗｏ
ｇｅｎｅｒａ， Ｎｉｔｒｏｓｏｐｕｍｉｌｉｓ ａｎｄ Ｎｉｔｒｏｓｏｔａｌｅａ． ＡＯＢ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｉｎｃｌｕｄｅｄ Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ ａｎｄ Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ． ＮＯＢ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ
ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｉｎｃｌｕｄｅｄ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｎａ ａｎｄ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ， ａｎｄ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｎａ ｗａｓ ｓｃａｒｃｅ ｉｎ ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ． Ｔｈｅ ｍａｉｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ
ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ＡＯＡ ａｎｄ ＡＯＢ ｉｎ Ｌａｋｅ Ｔａｉｈｕ ｗｅｒｅ ＴＮ， ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ （ＴＰ）， ａｎｄ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｅｕｔｒｏｐｈｉｃａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ （ｓｕｃｈ ａｓ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ， ａｍｍｏｎｉｕｍ， ｎｉｔｒａｔｅ ａｎｄ ｎｉｔｒｉｔｅ） ｈａｖｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ ｏｎ ｔｈｅ
ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ＡＯＡ ｏｒ ＡＯＢ ａｎｄ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｂｏｔｈ ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ ａｎｄ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｉｎ Ｌａｋｅ Ｔａｉｈｕ，
ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｈｅｌｐ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｙｃｌｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ Ｌａｋｅ Ｔａｉｈｕ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ； ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ； ｎｉｔｒｉｔｅ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ； ｅｕｔｒｏｐｈｉｃａｔｉｏｎ； ｓｅｄｉｍｅｎｔ；ｗａｔｅｒ；
Ｌａｋｅ Ｔａｉｈｕ； Ｍｅｉｌｉａｎｇ Ｂａｙ

太湖是中国五大淡水湖之一． 生活污水排放与过度施用氮肥的农田径流导致太湖水体营养物质浓度升

高而形成富营养化，大量的有机质、氮、磷等营养物质在湖泊沉积物中沉降富集［１⁃３］ ． 太湖污染物从西北部进

入，经过水体稀释，流向东南方向，最终主要从与东太湖相连的太浦河出太湖［４］ ． 因此，太湖从西北向东南，
湖区富营养化程度逐渐下降，不同湖区的水质状况不完全相同，主要的环境因子也呈现一定浓度梯度［５］ ．

太湖中部分外源无机氮以及由有机氮矿化的无机氮可以通过硝化与反硝化偶联过程转化成 Ｎ２ 被去

除［６］ ． 其中，硝化作用是氮循环的核心环节，硝化过程由硝化微生物执行． 硝化微生物包括氨氧化细菌

（ＡＯＢ）、氨氧化古菌（ＡＯＡ）以及亚硝酸盐氧化细菌（ＮＯＢ），它们不仅是氨氮转化的主要驱动者，也是反硝

化作用底物硝态氮（ＮＯ－
３ ⁃Ｎ）的生产者． 氨氧化过程被认为是硝化过程的限速步骤． 目前，湖泊硝化微生物的

研究多以沉积物为研究对象，且研究多集中于 ＡＯＡ 与 ＡＯＢ 的分布、群落组成及环境影响因素研究［６⁃８］ ，而环

境中的 ＮＯＢ 由于缺乏分析手段，ＮＯＢ 的研究经常被忽视． 随着高通量测序技术的出现，ＮＯＢ 越来越受关

注［９］ ，有研究发现硝化螺菌属（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ）能够将 ＮＨ３直接氧化成 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ［１０］ ． 影响湖泊水体和底泥 ＡＯＡ 和

ＡＯＢ 丰度的环境因子差异较大，水体中氨氧化微生物丰度通常受铵态氮（ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ）、ＤＯ 和 ｐＨ 值的影响［１１］ ；

底泥的 ＡＯＡ 丰度主要影响因素有 ｐＨ、ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ、总氮（ＴＮ）、总磷（ＴＰ）和总溶解性碳［１２⁃１３］ ，ＡＯＢ 丰度主

要受 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ｐＨ 和 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 的影响［８］ ． 我国淡水湖泊沉积物中 ＡＯＡ 丰度高于 ＡＯＢ 丰度［６，８，１４］ ，但在高原淡水

湖中沉积物 ＡＯＢ 丰度高于 ＡＯＡ 丰度［１５］ ，其原因不完全清楚． 氨氧化产生的亚硝态氮（ＮＯ－
２ ⁃Ｎ）经 ＮＯＢ 的作

用被迅速氧化成 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ，湖泊沉积物中 ＮＯＢ 丰度和分布主要受 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 的影响［１６⁃１８］ ． 目前，关于不

同富营养化水平的淡水湖泊水体和沉积物中氨氧化微生物、亚硝酸盐氧化微生物的分布、群落组成和丰度

等多角度的研究报道比较少见．
太湖北部梅梁湾湖区和湖心区水体富营养化程度不同． 梅梁湾是太湖污水的主要入流区之一，是太湖

典型的富营养化湖区，该湖区具有藻型湖区特征，水体悬浮物浓度高于湖心区，并频繁暴发大面积的蓝藻水

华［４，８］ ；而湖心区水体则轻度富营养化． 太湖梅梁湾与湖心区水体与沉积物中环境条件不同，硝化微生物分

布、群落组成和丰度也可能不同． 本研究采集梅梁湾和湖心区内不同深度水体样品和沉积物样品，分析水体

和沉积物样品中 ＡＯＡ、ＡＯＢ 和 ＮＯＢ 的分布和群落组成和丰度，研究太湖不同富营养化水平水体和沉积物中

硝化微生物分布和群落组成特征，并探寻驱动硝化微生物分布与群落丰度的关键环境因子． 本研究有助于

更全面了解太湖生态系统氮素循环及相关功能微生物，为太湖环境保护和生态修复提供理论依据．
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１３１４　 Ｊ． Ｌａｋｅ Ｓｃｉ．（湖泊科学），２０１７，２９（６）

１ 材料与方法

１．１ 样品采集

于 ２０１５ 年 １１ 月 ５ 日分别在太湖北部梅梁湾和湖心区各选取 １ 个位点分别标记为 ＨＴ（３１°２７′２０″Ｎ，
１２０°１１′２３″Ｅ）、ＥＴ（３１°１７′２２″Ｎ，１２０°１０′５６″Ｅ）（图 １）． 水样采集使用有机玻璃采水器，分别从表层、中层和底

层采集 ３ 个重复水样，具体采样位置为： 梅梁湾湖区水面下 ０．５３、１．０３ 和 ２．１１ ｍ 处水样（分别记为 ＨＴ⁃Ｕ、
ＨＴ⁃Ｍ 和 ＨＴ⁃Ｂ）；湖心区水面下 ０．５２、１．０７ 和 ２．１８ ｍ 处水样（分别记为 ＥＴ⁃Ｕ、ＥＴ⁃Ｍ 和 ＥＴ⁃Ｂ）． 用柱状采泥器

采集 ３０ ｃｍ 深度柱状沉积物，在 ２ 个采样区域各采集 ３ 个不同位点的沉积物样品，沉积物现场分割，取 ０～ ２
ｃｍ 表层样品保存于灭菌袋中，并冲入氮气后迅速封口，作为沉积物样品（分别命名为 ＨＴ⁃Ｓ 和 ＥＴ⁃Ｓ） ． 水样

和沉积物样品采集后于冷藏条件下运回实验室进行处理和保藏． 水样采集后 ２４ ｈ 内通过 ０．２２ μｍ 微孔滤膜

（Ｗｈａｔｍａｎ ＧｍｂＨ，Ｇｅｒｍａｎｙ）过滤，滤液用于水体理化指标测定，滤膜残渣保存在－８０℃冰箱中用于分子生物

学分析［１９］ ． 每个沉积物样品分成两份，一份用于理化指标测定，一份保存在－８０℃用于分子生物学分析．

图 １ 太湖水体和沉积物样品采集位置示意

Ｆｉｇ．１ Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｉｎ Ｌａｋｅ Ｔａｉｈｕ

１．２ 水体和沉积物理化指标的测定

不同深度水体的温度、ＤＯ 和 ｐＨ 值等理化指标使用多参数水质仪（ＹＳＩ ６６００ Ｖ２，ＵＳＡ）现场测定；水体

中的无机氮（包括 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－
２ ⁃Ｎ）浓度用流动分析仪（Ｓｋａｌａｒ Ｓａｎ Ｐｌｕｓ，Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）测定；水体叶绿

素 ａ（Ｃｈｌ．ａ）、ＴＰ、ＴＮ 浓度、高锰酸盐指数（ＣＯＤＭｎ）和透明度（ＳＤ）的测定方法参见文献［２０］．
沉积物中的无机氮采用 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ 按 ５ ∶１（ｖ ／ ｍ）的水土比浸提，在 ２０℃、２００ 转 ／ ｍｉｎ 条件下振荡 １ ｈ 后

过滤，滤液无机氮含量的测定方法同水样；沉积物用蒸馏水按 ２．５ ∶１（ｖ ／ ｍ）的水土比浸提，振荡 １０ ｍｉｎ 并静

置 ３０ ｍｉｎ，采用台式 ｐＨ 计（Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ）测定悬浊液 ｐＨ 值；沉积物 ＤＯ 值测定采用溶氧微电极（Ｕｎｉｓｅｎｓｅ
Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｄｅｎｍａｒｋ）测定；沉积物 ＴＰ、ＴＮ 与总有机碳（ＴＯＣ）的测定方法参见文献［１２，２１］．
１．３ 水体和沉积物总 ＤＮＡ 提取

沉积物与滤膜残渣总 ＤＮＡ 采用 Ｆａｓｔ ＤＮＡ 􀅹 ＳＰＩＮ Ｋｉｔ ｆｏｒ ｓｏｉｌ（ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，ＵＳＡ）试剂盒提取，具体

操作方法参照说明书，提取后的总 ＤＮＡ 溶解于 １００ μｌ ＴＥ 缓冲液中． ＤＮＡ 浓度和纯度采用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００
分光光度计（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ， ＵＳＡ）测定，－２０℃冰箱保存备用．
１．４ 水体和沉积物样品硝化微生物的实时荧光定量 ＰＣＲ

分别以 Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡ Ｆ ／ Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡ Ｒ［２２］和 ａｍｏＡ⁃１ Ｆ ／ ａｍｏＡ⁃２ Ｒ［２３］为引物，采用 ＣＦＸ９６ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓ⁃
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吴　 玲等：太湖富营养化湖区秋季水体和沉积物中硝化微生物分布特征及控制因素 １３１５　

ｔｅｍ（Ｂｉｏ⁃ｒａｄ，ＵＳＡ）实时荧光定量 ＰＣＲ 仪测定水样与沉积物样品中的 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因丰度． ｑＰＣＲ 反

应体系为 ２０ μｌ，包括 １０ μｌ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ（Ｔａｋａｒａ， Ｓｈａｎｇｈａｉ， Ｃｈｉｎａ）、上下游引物各 ０．５ μｌ 及 ２ μｌ 模
板， 最后加入灭菌双蒸水补足到 ２０ μｌ． ｑＰＣＲ 反应程序为初始变性温度 ９５℃ ３．０ ｍｉｎ；９５℃ ３０ ｓ，５５℃ ２０ ｓ，
７２℃ ２０ ｓ 循环 ４０ 次，８３℃读板；溶解曲线温度变化范围为 ６５．０ ～ ９５．０℃ ． 以 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因的重组

质粒作为标准 ＤＮＡ 模板，分别以 １０ 倍梯度稀释各模板，标准曲线浓度范围分别为 ３．６２×１０２ ～ ３．６２×１０９

ｃｏｐｉｅｓ ／ μｌ（ＡＯＡ）和 ７．１４× １０２ ～ ７．１４× １０９ ｃｏｐｉｅｓ ／ μｌ（ＡＯＢ）． ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的扩增效率分别为 ９５． ４％ （Ｒ２ ＝
０．９９７）和 ８６．１％ （Ｒ２ ＝ ０．９８６）． 水体和沉积物中的 ＮＯＢ 均低于检测限，因此没有做 ＮＯＢ 的定量研究．
１．５ 水体和沉积物样品 ＡＯＡ 的 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ、克隆测序及系统发育分析

用于 ＤＧＧＥ 的 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因 ＰＣＲ 产物的引物为 Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡ Ｆ 和 Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡ Ｒ． ５０ μｌ ＰＣＲ 体系包括 ５
μｌ 含有 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｇ２＋的 １０×ＨｏｔＳｔａｒ⁃Ｔａｑ ｂｕｆｆｅｒ、２．５ μｌ ｄＮＴＰ、２．５ Ｕ 的 ＨｏｔＳｔａｒ⁃Ｔａｑ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（Ｔａｋａｒａ），０．５
μｍｏｌ ／ Ｌ 的上下游引物和 １ μｌ ＤＮＡ 模板，用灭菌双蒸水补足至 ５０ μｌ． ＡＯＡ ＰＣＲ 反应条件： ９４℃ ５．０ ｍｉｎ；
９５℃ ３０ ｓ，５５℃ ４５ ｓ，７２℃ ４５ ｓ，３５ 个循环；７２℃ ７ ｍｉｎ． 通过 １．２％ 琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 扩增特异性．
ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因的 ＤＧＧＥ 分析使用 ６％ 的聚丙烯酰胺凝胶［２１］ ，变性梯度范围为 ２０％ ～ ５０％ ． 电泳条件为：
０．５×ＴＡＥ 缓冲液，７０ Ｖ 电压，６０℃电泳 １６ ｈ． 电泳分析通过 Ｄｃｏｄｅ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ（Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ）完成后，采用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 染料（１ ∶１００００ 的稀释倍数） （ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ）对聚丙烯酰胺凝胶染色 ３０
ｍｉｎ，使用 Ｇｅｌ Ｄｏｃ ＸＲ＋凝胶成像系统（Ｂｉｏ⁃ｒａｄ）进行紫外成像．

在紫外灯下小心迅速地切割下 ＤＧＧＥ 胶上的典型条带，放置于 ３０ μｌ 灭菌双蒸水中，用枪尖捣碎，４℃过

夜． 取 １ μｌ 洗脱出来的 ＤＮＡ 溶液作为模板连同原始土壤总 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增，ＰＣＲ 扩增体系和反应条件

如前所述． ＰＣＲ 产物参照 ｐＥＡＳＹＴＭ ⁃Ｔ１ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ（ＴｒａｎｓＧｅｎ，Ｃｈｉｎａ）说明书进行克隆． 每个条带随机地挑选

出 ５ 个含有 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因片段的白色克隆，并将克隆子进行测序（Ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ，Ｎａｎｊｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ） ．
用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件对测序结果进行编辑，去除载体序列后用 ＢＬＡＳＴ 在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中搜索相似序

列，并与已发表的相关细菌和古菌的 ａｍｏＡ 功能基因序列进行多重序列比对，使用 ＭＥＧＡ ４．１ 软件以邻接法

（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ）构建系统发育树．
１．６ 沉积物样品中 ＡＯＢ 和 ＮＯＢ 群落丰度分析———基因组 Ｍｉｓｅｑ测序

本研究中，水体和沉积物样品中 ＡＯＡ 群落丰度采用基于 ａｍｏＡ 基因的 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 分析获得，由于部分

沉积物样品中 ＡＯＢ 与 ＮＯＢ 功能基因丰度低，ＰＣＲ 扩增产物量无法满足 ＤＧＧＥ 分析，故本研究采用基于 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因的 Ｍｉｓｅｑ 测序分析沉积物 ＡＯＢ 与 ＮＯＢ 的群落及丰度． 对细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 Ｖ３－Ｖ４ 区进行 ＰＣＲ
扩增，引物为 ３３８Ｆ（５′⁃ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡ⁃３′）和 ８０６Ｒ（５′⁃ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ⁃３′），每个

样本的引物 ５′端加 ｂａｒｃｏｄｅ 序列，不同样本用不同的 ｂａｒｃｏｄｅ 序列进行区分． 每个样本 ３ 个重复，将同一样本

的 ＰＣＲ 产物混合后用 ２％ 琼脂糖凝胶电泳检测，用 ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ 凝胶回收试剂盒（Ａｘｙｇｅｎ，ＵＳＡ）切胶回收

ＰＣＲ 产物，再用 ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭ ⁃ＳＴ 蓝色荧光定量系统（Ｐｒｏｍｅｇａ，ＵＳＡ）进行检测定量，按照每个样本的测序量

要求，进行相应比例的混合． 利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 平台进行文库构建，由上海美吉生物公司采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 方法

进行测序，Ｍｉｓｅｑ 测序基于 ｒｅｓａｍｐｌｅ 处理来分析细菌各类群相对丰度，ｒｅｓａｍｐｌｅ 序列数为 ２４０００． 利用 Ｕｓｅａｒｃｈ
（Ｖｅｒｓｉｏｎ ７．１）对测序数据进行处理，按照 ９７％相似性对非重复序列（不含单序列）进行 ＯＴＵ 聚类，在聚类过

程中去除嵌合体，得到 ＯＴＵ 的代表序列． 利用 ＤＮＡｍａｎ 将 ＡＯＢ 和 ＮＯＢ 主要类群序列与 ９７％相似度的 ＯＴＵｓ
序列进行比对［２４］ ．
１．７ 数据分析

采用双因素方差分析（Ｔｗｏ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ，Ｔｕｋｅｙ 多重比较）评估不同采样点与采样深度分别对太湖水体

理化指标的影响和两因素对理化指标的交互影响；采用单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ，Ｔｕｋｅｙ 多重比较）
评估不同数据间的差异；采用独立样本 Ｔ 检验比较 ＨＴ 表层沉积物各理化指标与 ＥＴ 是否存在显著差异；采
用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析评估水体与表层沉积物 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 丰度与各环境因子的关系，Ｐ＜０．０５ 表示具有统计

显著性． 利用逐步回归分析进一步评估水体与表层沉积物 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 丰度及其比值与环境因子关系，保留

显著影响变量（Ｐ＜０．０５） ． 采用 Ｂｉｏ⁃ｒａｄ ｉｍａｇｅ ｌａｂ ４．１ 软件对水体与表层沉积物中 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因 ＤＧＧＥ 条带

进行数字化分析，ＤＧＧＥ 条带的位置和相对亮度分别表征微生物种类和数量． 将 ＤＧＧＥ 图谱条带数字化结
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果、表层沉积物中 ＡＯＢ 或 ＮＯＢ 各属 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因相对丰度与环境因子进行逐步回归分析，筛选显著影响

变量（Ｐ＜０．０５） ． 所有分析基于 ＳＰＳＳ 统计软件（ＳＰＳＳ，ＵＳＡ）．

２ 结果与分析

２．１ 梅梁湾与湖心区水体与沉积物的理化性质

梅梁湾与湖心区水样中 ＴＰ、ＴＮ、ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 和 ＤＯ 浓度均有显著差异（表 １），其中梅梁湾

水样中 ＴＰ、ＴＮ、ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－

２ ⁃Ｎ 浓度显著高于湖心区水样，而 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 和 ＤＯ 浓度显著低于湖心区水样． 另

外，梅梁湾水体中不同深度水样的 ＴＰ、ＴＮ 和 ＤＯ 浓度也有显著差异，且表层＞中层＞底层． 但是不同湖区、不
同深度的水样 ｐＨ 值无显著差异（表 １）． 双因素方差分析显示，ＴＰ、ＴＮ、ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ、ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 和 ＤＯ 浓度显著受采

样点和采样深度的影响． 参照《湖泊（水库）富营养化评价方法及分级技术规定》，湖泊富营养化评价参数包

括 Ｃｈｌ．ａ、ＴＰ、ＴＮ、ＣＯＤＭｎ和 ＳＤ，计算得出梅梁湾湖区和湖心区综合营养状态指数（ＴＬＩ）分别为 ６９ 和 ５９，分别

属于中度富营养和轻度富营养区域．
梅梁湾表层沉积物中 ＴＯＣ、ＴＰ、ＴＮ 和 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 含量显著高于湖心区，而 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ、ＮＯ－

２ ⁃Ｎ 含量、ｐＨ 和 ＤＯ 无

显著差异（表 ２）．

表 １ 太湖水体理化指标及双因素方差分析

Ｔａｂ．１ Ｔｗｏ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ ｏｆ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｉｎ Ｌａｋｅ Ｔａｉｈｕ

样品
ＴＰ ／

（ｍｇ ／ Ｌ）
ＴＮ ／

（ｍｇ ／ Ｌ）
ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ ／
（ｍｇ ／ Ｌ）

ＮＯ－
２ ⁃Ｎ ／

（ｍｇ ／ Ｌ）
ＮＯ－

３ ⁃Ｎ ／
（ｍｇ ／ Ｌ）

ｐＨ ＤＯ ／
（ｍｇ ／ Ｌ）

ＨＴ⁃Ｕ ０．２０±０．０２ａ ２．４５±０．１７ａ ０．１４±０．０３ａ ０．０１±０．００ａ ０．１９±０．０２ｄ ８．８６±０．２６ａ １２．２１±０．３４ｃ

ＨＴ⁃Ｍ ０．１７±０．０１ｂ ２．１８±０．１７ｂ ０．１３±０．０２ａｂ ０．０１±０．００ａ ０．１８±０．０１ｄ ８．６６±０．２１ａ １０．９７±０．２５ｄ

ＨＴ⁃Ｂ ０．１４±０．０２ｃ １．８２±０．１５ｃ ０．１１±０．０１ａｂｃ ０．０１±０．００ｂ ０．１５±０．０１ｄ ８．６１±０．２０ａ １０．３５±０．１０ｅ

ＥＴ⁃Ｕ ０．１２±０．００ｃ １．２４±０．０７ｄ ０．１１±０．０１ｃｄ ０．０１±０．００ｂ ０．５７±０．０２ａ ８．７０±０．１８ａ １４．２６±０．２６ａ

ＥＴ⁃Ｍ ０．１１±０．００ｃ １．１８±０．０４ｄ ０．１０±０．０１ｂｃｄ ０．０１±０．００ｂ ０．５３±０．０１ｂ ８．６３±０．２３ａ １３．５４±０．２３ｂ

ＥＴ⁃Ｂ ０．１１±０．０１ｃ １．１６±０．０５ｄ ０．０７±０．００ｄ ０．０１±０．００ｂ ０．４７±０．０３ｃ ８．５４±０．２４ａ １２．６１±０．１０ｃ

Ｆ ｖａｌｕｅ
采样点（Ｓ） ５８．７００∗∗∗ ２６２．９１１∗∗∗ １８．７０５∗∗ １９．２１７∗∗ １３２４．７３３∗∗∗ ０．６９２ ４４３．４３７∗∗∗

采样深度（Ｌ） ８．１７２∗∗ １０．３６９∗∗ ４．６２９∗ ３．４６４ １８．７１０∗∗∗ １．３０９ ８６．８１１∗∗∗

Ｓ×Ｌ ６．７２８∗ ９．７９４∗∗ ０．２８５ ０．７５１ ４．３９７∗ ０．１３３ １．８５６

∗表示 Ｐ＜０．０５， ∗∗表示 Ｐ＜０．０１， ∗∗∗表示 Ｐ＜０．００１． 水体理化指标数值为平均值±标准偏差（ｎ＝ ３），同一列上标不同小
写字母表示使用 ＡＮＯＶＡ 显示显著差异（Ｐ＜０．０５） ．

表 ２ 太湖沉积物理化指标独立样本 Ｔ 检验结果∗

Ｔａｂ．２ Ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｓａｍｐｌｅ⁃Ｔ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｉｎ Ｌａｋｅ Ｔａｉｈｕ

样品
ＴＯＣ ／

％
ＴＰ ／

（ｇ ／ ｋｇ）
ＴＮ ／

（ｇ ／ ｋｇ）
ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ＮＯ－
３ ⁃Ｎ ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）
ＮＯ－

２ ⁃Ｎ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ｐＨ ＤＯ ／
（ｍｇ ／ Ｌ）

ＨＴ⁃Ｓ ２．０８±０．０７ａ ０．６７±０．２４ａ １．３５±０．０２ａ ４３．７７±１０．６２ａ ３．４７±１．０４ａ ０．４１±０．１２ａ ７．７７±０．１２ａ ２．５７±０．２９ｂ

ＥＴ⁃Ｓ １．６０±０．１３ｂ ０．５６±０．２７ｂ １．０４±０．１３ｂ １７．７１±２．２７ｂ ３．８９±０．６３ａ ０．３０±０．０３ａ ７．９０±０．２６ａ ３．５０±０．２２ａ

∗同一行上标不同小写字母表示 ＨＴ⁃Ｓ 和 ＥＴ⁃Ｓ 间有显著差异，Ｔ 检验 Ｐ＜０．０１，Ｎ＝ ３．

２．２ 梅梁湾与湖心区水体与沉积物中 ＡＯＡ 与 ＡＯＢ 丰度的分布特征及驱动因子分析

梅梁湾湖区水体表层、中层和底层水样中 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因的丰度分别为 ６．７０×１０２、４．２４×１０２和 １．６０×１０３

ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ，ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因的丰度分别为 １．９６×１０３、５．２５×１０２和 ７．６４×１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ；湖心区表层、中层和底层

水样中 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因的丰度分别为 １．５４×１０３、５．４８×１０３和 ７．６９×１０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ，ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因的丰度分别

为 ２．１８×１０２、４．２７×１０２和 ５．８１×１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｌ（图 ２）． 可见，梅梁湾湖区水体表层、中层和底层水样中 ＡＯＡ
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吴　 玲等：太湖富营养化湖区秋季水体和沉积物中硝化微生物分布特征及控制因素 １３１７　

ａｍｏＡ 基因丰度分别低于湖心区，而 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因丰度分别高于湖心区． 梅梁湾湖区的 ＡＯＡ ／ ＡＯＢ 丰度比

显著低于湖心区，且湖区表层、中层和底层水样中 ＡＯＡ ／ ＡＯＢ 丰度比逐步升高．
梅梁湾湖区和湖心区表层沉积物 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因丰度分别为 ４．６３×１０７和 ８．６１×１０８ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ 干土，ＡＯＢ

ａｍｏＡ 基因丰度分别为 ６．５３×１０７和 １．３２×１０７ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ 干土． 梅梁湾湖区的 ＡＯＡ ／ ＡＯＢ 丰度比低于湖心区．

图 ２ 太湖水体和沉积物 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因丰度（方框中数字表示 ＡＯＡ 与 ＡＯＢ 丰度比）
Ｆｉｇ．２ Ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ＡＯＡ ａｎｄ ＡＯＢ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ａｍｏＡ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒｓ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｌｉｔｅｒ ｉｎ ｗａｔｅｒ ａｎｄ

ｐｅｒ ｇｒａｍ ｉｎ ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｏｆ Ｌａｋｅ Ｔａｉｈｕ（Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＡＯＡ ｔｏ ＡＯＢ ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｘ ａｂｏｖｅ ｔｈｅ ｃｈａｒｔ）

逐步回归分析表明（表 ３），水体 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因丰度与 ＴＮ 浓度呈显著相关（Ｒ２ ＝ ０．５１２，Ｐ＜０．０１），ＡＯＢ
ａｍｏＡ 基因丰度与 ＴＰ、ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 浓度呈显著相关（Ｒ２ ＝ ０．４０７，Ｐ＜０．０５），ＡＯＡ ／ ＡＯＢ 丰度比与 ＴＰ 浓度呈显著正

相关，与 ＴＮ、ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 和 ＤＯ 浓度均呈显著负相关（Ｒ２ ＝ ０．８５２，Ｐ＜０．００１）；沉积物 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因丰度与 ＴＮ、

ＴＰ、ＤＯ 浓度均呈显著相关（Ｒ２ ＝ ０．９４３，Ｐ＜０．００１），沉积物 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因丰度与 ＴＮ、ＤＯ 浓度均呈显著相关

（Ｒ２ ＝ ０．７２０，Ｐ＜０．０１），沉积物 ＡＯＡ ／ ＡＯＢ 丰度比与 ＴＮ 浓度呈显著负相关（Ｒ２ ＝ ０．３７０，Ｐ＜０．０５） ． 可见，影响太

湖水体和沉积物中 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 群落丰度的最主要环境因子是 ＴＮ、ＴＰ 与 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ．

表 ３ 逐步回归分析筛选的与水体和沉积物中 ＡＯＡ、ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因丰度相关的环境因子

Ｔａｂ．３ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ｐａｓｓｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｔｅｐｗｉｓｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｏ ｃｏｒｒｅｌａｔｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ＡＯＡ ａｎｄ ＡＯＢ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ｉｎ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ｓｅｄｉｍｅｎｔ

因变量 相关变量 Ｒ２

水体 ＡＯＡ ＴＮ ０．５１２∗∗

水体 ＡＯＢ ＴＰ、ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ０．４０７∗

水体 ＡＯＡ ／ ＡＯＢ ＴＮ、ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＴＰ、ＤＯ ０．８５２∗∗∗

表层沉积物 ＡＯＡ ＴＮ、ＴＰ、ＤＯ ０．９４３∗∗∗

表层沉积物 ＡＯＢ ＴＮ、ＤＯ ０．７２０∗∗

表层沉积物 ＡＯＡ ／ ＡＯＢ ＴＮ ０．３７０∗

∗表示 Ｐ＜０．０５， ∗∗表示 Ｐ＜０．０１， ∗∗∗表示 Ｐ＜０．００１．

２．３ 梅梁湾与湖心区水体与沉积物中 ＡＯＡ 群落组成

梅梁湾湖区和湖心区水样与表层沉积物样品中 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因共有 ７ 条 ＤＧＧＥ 条带（ＯＴＵ，图 ３）． 其

中，ＴＨ ＡＯＡ⁃１、２、３、４ 是水样和沉积物样品共有条带，ＴＨ ＡＯＡ⁃５、６ 是水样中的特有条带，ＴＨ ＡＯＡ⁃７ 是沉积

物中的特有条带． 聚类分析显示，梅梁湾湖区和湖心区水样 ＡＯＡ 的 ＤＧＧＥ 带谱聚在一簇，两湖区沉积物
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ＡＯＡ 的 ＤＧＧＥ 带谱也聚在一簇． 梅梁湾湖区和湖心区水样、表层沉积物样品中 ＡＯＡ 群落组成基本相似

（图 ４）．

图 ３ 太湖水体和表层沉积物氨氧化古菌 ａｍｏＡ 基因 ＤＧＧＥ 图谱

Ｆｉｇ．３ ＤＧＧＥ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｏｆ ａｒｃｈａｅａｌ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ｗｉｔｈｉｎ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｉｎ Ｌａｋｅ Ｔａｉｈｕ

图 ４ 太湖水体和表层沉积物 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因 ＤＧＧＥ 指纹图谱聚类分析

Ｆｉｇ．４ Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＧＧＥ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｏｆ ａｒｃｈａｅａｌ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ｏｆ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｉｎ Ｌａｋｅ Ｔａｉｈｕ

克隆测序及系统发育分析表明（图 ５），ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因序列可分为 ３ 类，ＴＨ ＡＯＡ⁃１、２ 和 ７ 属于 Ｎｉｔｒｏｓ⁃
ｏｐｕｍｉｌｉｓ（１．１ａ ｇｒｏｕｐ），与海洋水体和沉积物的 ＡＯＡ 亲缘关系较近；ＴＨ ＡＯＡ⁃４ 属于 Ｎｉｔｒｏｓｏｐｈａｅｒａ （ １． １ｂ
ｇｒｏｕｐ），与土壤中的 ＡＯＡ 亲缘关系较近． 水样中特有序列 ＴＨ ＡＯＡ⁃５ 和 ６ 属于 Ｎｉｔｒｏｓｏｔａｌｅａ（１．１ａ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｇｒｏｕｐ），多见于酸性水稻土壤中，且与酸性土壤硝化古菌 Ｎｉｔｒｏｓｏｔａｌｅａ ｄｅｖａｎａｔｅｒｒａ 具有最近的亲缘关系．
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图 ５ 太湖水体和表层沉积物氨氧化古菌 ａｍｏＡ 基因系统发育分析

Ｆｉｇ．５ Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ａｒｃｈｅａｌ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ＤＧＧＥ ｂａｎｄｓ

２．４ 梅梁湾与湖心区沉积物中 ＡＯＢ 和 ＮＯＢ 群落组成与丰度

基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 Ｍｉｓｅｑ 高通量测序结果表明，太湖表层沉积物样品中 ＡＯＢ 群落主要包括亚硝化螺旋

菌（Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ）和亚硝化单胞菌（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ）两大属，其中梅梁湾湖区表层沉积物中 ＡＯＢ 群落以亚硝化螺

旋菌为主，其相对丰度为 ９７．５４％ ；湖心区表层沉积物中亚硝化螺旋菌与亚硝化单胞菌相对丰度分别为 ４８．５７％
和 ５１．４３％ （图 ６）． 富营养化水平不同的梅梁湾湖区和湖心区表层沉积物中 ＡＯＢ 群落丰度有明显差异．

图 ６ 采样点 ＨＴ 和 ＥＴ 沉积物中氨氧化细菌及亚硝酸盐氧化菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因相对丰度

Ｆｉｇ．６ Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｎｄ ｎｉｔｒｉｔｅ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ
１６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｉｎ ＨＴ ａｎｄ ＥＴ ｓｉｔｅｓ

太湖表层沉积物样品中 ＮＯＢ 群落主要包括硝化螺菌（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ）和硝化刺菌（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｎａ）两大属，梅梁
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湾湖区与湖心区表层沉积物中均以硝化螺菌为主，２ 个湖区硝化螺菌的相对丰度分别为 ８０．０％ 和 ９０．０％ （图
６）． 富营养化水平不同的梅梁湾湖区和湖心区表层沉积物中 ＮＯＢ 群落丰度有明显差异．
２．５ ＡＯＡ、ＡＯＢ 与 ＮＯＢ 群落丰度与环境因子相关性分析

ＨＴ 与 ＥＴ 采样点水体和表层沉积物 ＡＯＡ 及表层沉积物 ＡＯＢ 与 ＮＯＢ 群落丰度与环境因子的关系如表

４． 逐步回归分析显示，水体与沉积物共有条带 ＡＯＡ⁃１、２ 和沉积物特有条带 ＡＯＡ⁃７ 所属的 Ｎｉｔｒｏｓｏｐｕｍｉｌｉｓ
（１．１ａ ｇｒｏｕｐ）丰度主要与 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 浓度呈显著正相关，水体特有条带 ＡＯＡ⁃５、６ 所属的 Ｎｉｔｒｏｓｏｔａｌｅａ（１．１ａ⁃ａｓｓｏｃｉ⁃
ａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ）丰度主要与 ｐＨ、ＤＯ 浓度呈显著正相关． 表层沉积物中亚硝化单胞菌（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ）、亚硝化螺菌

（Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ）丰度与 ＴＮ 浓度呈显著相关，硝化螺菌（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ）、硝化刺菌（Ｎｉｔｒｏｐｉｎａ）丰度均与 ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 浓度

呈显著相关．

表 ４ ＡＯＡ、ＡＯＢ 与 ＮＯＢ 群落丰度与环境因子的逐步回归分析

Ｔａｂ．４ Ｓｔｅｐｗｉｓｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡＯＡ， ＡＯＢ ａｎｄ ＮＯＢ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ

因变量 相关变量 Ｒ２

ＡＯＡ（Ｎｉｔｒｏｓｏｐｕｍｉｌｉｓ， ＤＧＧＥ ｂａｎｄ ＡＯＡ⁃１、２、７） ＮＯ－
３ ⁃Ｎ ０．７３９∗∗

ＡＯＡ（Ｎｉｔｒｏｓｏｔａｌｅａ， ＤＧＧＥ ｂａｎｄ ＡＯＡ⁃５、６） ｐＨ、ＤＯ ０．４３９∗∗、０．４２１∗∗

ＡＯＢ（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ、Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ） ＴＮ ０．９３３∗∗

ＮＯＢ（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ、Ｎｉｔｒｏｐｉｎａ） ＮＯ－
２ ⁃Ｎ ０．６６６∗∗

∗∗表示 Ｐ＜０．０１．

３ 讨论

３．１ 梅梁湾与湖心区水体和沉积物中硝化微生物群落特征及群落丰度的环境影响因子

本研究多角度地研究中度富营养化的太湖梅梁湾湖区和轻度富营养化的湖心区水体与表层沉积物中

氨氧化微生物、亚硝酸氧化微生物的分布、群落组成和丰度等． 梅梁湾湖区与湖心区水样中 ＡＯＡ 群落组成

基本相似，两湖区表层沉积物样品中 ＡＯＡ 群落组成亦基本相似，水体中 ＡＯＡ 群落组成与表层沉积物中

ＡＯＡ 群落组成有差异；两湖区表层沉积物中 ＡＯＢ 与 ＮＯＢ 群落丰度均有明显差异．
太湖 ２ 个湖区表层沉积物的 ＡＯＡ ａｍｏＡ 序列属于海洋古菌类群 １．１ａ ｇｒｏｕｐ 和土壤古菌类群 １．１ｂ ｇｒｏｕｐ，

证实了从太湖沉积物中获得的大部分 ＡＯＡ ａｍｏＡ 序列与土壤和海洋环境中的 ＡＯＡ ａｍｏＡ 序列有关［１２，１４］ ；水
体特有 ＡＯＡ ａｍｏＡ 序列属于水稻土壤类群 １．１ａ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ，此可能与土壤径流有关． 逐步回归分析结果

表明，Ｎｉｔｒｏｓｏｐｕｍｉｌｉｓ（１．１ａ ｇｒｏｕｐ）丰度主要与 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 呈显著正相关，说明 Ｎｉｔｒｏｓｏｐｕｍｉｌｉｓ 可以促进硝酸盐的积

累；Ｎｉｔｒｏｓｏｔａｌｅａ（１．１ａ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ）丰度主要与 ｐＨ、ＤＯ 呈显著正相关，ＤＯ 作为氨氧化反应底物是影响水

体氨氧化微生物群落组成及丰度的重要因素；ｐＨ 能通过影响氨氧化反应底物的化学形态、浓度与有效性来

影响含 ａｍｏＡ 基因微生物的群落组成及丰度［２５］ ．
太湖梅梁湾湖区和湖心区表层沉积物 ＡＯＢ 群落主要包括亚硝化螺菌和亚硝化单胞菌两大属． 亚硝化

螺菌和亚硝化单胞菌是淡水湖泊生态系统最常见的 ２ 种 ＡＯＢ［１２，２６⁃２８］ ． 中度富营养化的梅梁湾湖区表层沉积

物 ＡＯＢ 优势菌为亚硝化螺菌，Ｘｉｎｇ 等［２９］也有相似研究结果． 梅梁湾湖区表层沉积物中亚硝化螺菌的相对丰

度远高于湖心区，随着营养化水平的降低，亚硝化螺菌相对丰度下降； 在轻度营养化的湖心区表层沉积物

中，亚硝化螺菌和亚硝化单胞菌丰度基本接近，亚硝化螺菌可能比亚硝化单胞菌更适应富营养水平较高的

环境． 逐步回归分析结果表明，太湖表层沉积物中 ＴＮ 含量显著影响 ＡＯＢ 群落丰度． 沉积物中微生物可以促

进有机氮的矿化，矿化产生的氨是氨氧化过程的底物和氨氧化微生物的主要能量来源，因此，ＴＮ 浓度可以

提高氨氧化微生物的活性［１４］ ，从而影响 ＡＯＡ 或 ＡＯＢ 的群落组成与丰度［３０］ ．
太湖梅梁湾湖区和湖心区表层沉积物中 ＮＯＢ 主要包括硝化螺菌和硝化刺菌两大属，在太湖中发现的硝

化刺菌是淡水湖泊中比较少见的 ＮＯＢ． 硝化刺菌多见于海洋环境，适宜在缺氧的深海环境中生长［１１，１３，３１］ ，太
湖中特有的硝化刺菌可能是由于太湖地区历史上经历过多次海陆交替而留存［３２］ ． 在湖心区表层沉积物中
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发现 ５４．３５％的硝化刺菌为 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｎｉｔｒｏｔｏｇａ ａｒｃｔｉｃａ ＤＱ８３９５６２．１（ＢＬＡＳＴ ｉｄｅｎｔｉｔｙ 参数为 ９５％ ），该菌能适

应冷环境并可在 １０～１７℃的环境中被富集［３３］ ． 水体富营养化水平能够影响表层沉积物中 ＮＯＢ 的群落丰度，
湖心区表层沉积物中硝化螺菌的比例高于梅梁湾湖区． 逐步分析结果表明，作为 ＮＯＢ 催化的反应底物

ＮＯ－
２ ⁃Ｎ，其含量是影响 ＮＯＢ 群落丰度的主要因素．

３．２ 梅梁湾与湖心区水体和沉积物中 ＡＯＡ 与 ＡＯＢ 丰度分布的环境影响因子

研究表明，淡水水体和沉积物中氨氧化微生物丰度和分布通常受 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＴＮ、无机盐、ＤＯ、ｐＨ、温度等因

素的影响［１１，１４⁃１５，１９］ ． 本研究显示，水体 ＡＯＡ 丰度与 ＴＮ 浓度呈显著相关，ＡＯＢ 丰度与 ＴＰ、ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 浓度均呈显

著相关；表层沉积物 ＡＯＡ 丰度与 ＴＮ、ＴＰ 和 ＤＯ 浓度均呈显著相关，ＡＯＢ 丰度与 ＴＮ、ＤＯ 浓度呈显著相关． 根
据文献［１２，３４］报道，淡水湖泊沉积物中的 ＴＰ 含量是 ＡＯＡ 丰度的显著影响因子，可能是由于 ＡＯＡ 基因组含有

Ｐ 相关的代谢基因，如 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ 含有催化合成 ６⁃磷酸果糖的葡萄异构酶的所有编码基因［３５］ ．
影响水体 ＡＯＡ ／ ＡＯＢ 丰度比的主要因素有 ＴＮ、ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ、ＴＰ 和 ＤＯ，２ 个湖区水样从上至下的 ＴＮ、ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、

ＴＰ 和 ＤＯ 值都呈下降趋势，表明 ＡＯＢ 更适合在高氮、高磷的富营养环境下生长，而 ＡＯＡ 更适宜在相对低

氮、低磷的富营养水平低或贫营养环境中存活［３４，３６］ ． 在氮含量较少的情况下，ＡＯＡ 在与其他微生物竞争底

物 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 时占有绝对的优势． 因此，在 ＮＨ３浓度极低的贫营养水体中 ＡＯＡ 丰度远高于 ＡＯＢ． ＡＯＡ ／ ＡＯＢ 丰

度比在水体中的垂直分布差异还与它们对氧气的需求有关，ＡＯＡ 广泛地分布于海洋、土壤、沉积物环境中好

氧到缺氧的环境中［２１］ ，它们更适应缺氧的环境． 太湖是一个浅层湖泊，它的水体和表层沉积物有着比较充

分的交换作用，氧气能够通过交换作用从水中传递到表层沉积物中［３４］ ． 而太湖水体从上到下，ＤＯ 值不断下

降，ＡＯＡ 在 ＤＯ 值较低的底层水体中更具优势．
梅梁湾湖区和湖心区表层沉积物的 ＡＯＡ ／ ＡＯＢ 的比率分别为 ０．７１ 和 ６５．２６，梅梁湾湖区表层沉积物中

ＡＯＢ 更具优势，湖心区则相反，与水体中 ＡＯＡ 与 ＡＯＢ 的分布趋势基本一致． 此结果与 Ｈｏｕ 等［６］ 的相似，但
与 Ｗｕ 等［１２］和 Ｚｅｎｇ 等［１４］的结果有差异，可能是由于采样时间与季节不同引起的各湖区富营养程度的差异

而造成的． 研究同时表明，影响表层沉积物 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因丰度的主要因素有 ＴＮ、ＴＰ 和 ＤＯ，影响表层沉积

物 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因丰度的主要因素有 ＴＮ 和 ＤＯ，影响表层沉积物 ＡＯＡ ／ ＡＯＢ 丰度比的主要因素有 ＴＮ，说明

氮、磷和溶解氧的含量是影响沉积物中氨氧化微生物丰度的主要因素，此结果与文献［８，１１，１５］一致．

４ 结论

典型富营养化指标（ＴＮ、ＴＰ、ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 等）是影响太湖梅梁湾和湖心区水体和沉积物中

ＡＯＡ 或 ＡＯＢ 丰度以及硝化微生物群落丰度的重要因素． 中度富营养化的梅梁湾湖区表层、中层水样与表层

沉积物样品的 ＡＯＢ 丰度高于 ＡＯＡ，轻度富营养化的湖心区水样与表层沉积物样品 ＡＯＡ 丰度高于 ＡＯＢ． 梅

梁湾湖区和湖心区水样中 ＡＯＡ 群落组成基本相似，表层沉积物样品中 ＡＯＡ 群落组成基本相似，水体中

ＡＯＡ 群落组成与表层沉积物中 ＡＯＡ 群落组成有差异；梅梁湾湖区 ＡＯＢ 优势菌为亚硝化螺旋菌，湖心区的

亚硝化螺旋菌与亚硝化单胞菌的丰度基本相同；两湖区 ＮＯＢ 均以硝化螺菌为主． 研究表明富营养化程度显

著影响太湖梅梁湾和湖心区水体或沉积物中硝化微生物分布和群落丰度，有助于全面了解太湖生态系统氮

素循环及相关功能微生物．
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